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@ Neues Glycoprotein und Verfahren zu dessen Herstellung. 

@) Das neue Glycoprotein kann im Blutserum und im 
Extrakt menschHcher Plazenten nachgewiesen und 
daraus isoliert werden. Es hat die folgenden Eigenschaf- 
ten: 

- einen Proteinanteil von 89 ± 4 %, 

- einen Kohlenhydratanteil von 1 1,1 ± 2,2 %, davon He- 
xosen 5,3 ± 1,1 %, N-acetyliertes Hexosamin 2,8 ±0,5, 
N-acetyherte Neuraminsaure 2,9 ± 0,6 %, 

- einen Sedimentationskoeffizienten S2o x von 3,2 ±0,3 S, 

- ein Molekulargewicht von 32 000 ± 6 000, 

- einen isoelektrischen Punkt von pH 4,3 ± 0,3, 

- einen Extinktionskoeffizienten E|^ m (280 nm) von 
13,8 ± 1,0, 

- eine elektrophoretische Beweglichkeit im Bereich zwi- 
schen Albumin und den a-j Globulinen, 

- eine spezifische immunologische Reaktion mit einem 
spezifisch gegen das Protein gerichteten Antikorper und 

- eine proteolytische Wirksamkeit. 

Das Glycoprotein wird nach dem in Patentanspruch 2 
angegebenen Verfahren angereichert. Es eigne t sich fiir 
die Herstellung von Antiseren, die ihrerseits als Diagnosti- 
ka dienen konnen. Ferner zeigt es proteolytische und fi- 
brinolytische Eigenschaften und eine Blutplattchen des- 
aggregierende Wirkung. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Glycoprotein, gekennzeichnet durch 

a) einen Proteinanteil von 89 ± 4%; 

b) einen Kohlenhydratanteil von 11,1 ± 2,2%; davon 
Hexosen 5,3 =b 1,1%, N-acetyiiertes Hexosamin 2,8 dr 0,5%, 
N-acetylierte Neuraminsaure 2,9 zh 0,6%; 

c) einen Sedimentationskoeffizienten S 20w . von 3,2 ± 0,3 

S; 

d) ein Molekulargewicht von 32 000 ±: 6 000; 

e) einen isoelektrischen Punkt von pH 4,3 =t 0,3; 

f) einen Extinktionskoeffizienten E (280 nm) von 
13,8 =fc 1,0; 

g) eine elektrophoretische Beweglichkeit im Bereich 
zwischen Albumin und den a r Globulinen; 

h) eine spezifische immunologische Reaktion mit einem 
spezifisch gegen das Glycoprotein gerichteten Antikorper; 

i) eine proteolytische Wirksamkeit. 

2. Verfahren zur Anreicherung des Glycoproteins nach 
Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass eine Pro- 
teinlosung, in welcher das Glycoprotein immunologisch 
nachgewiesen werden kann, mindestens einer der folgenden 
Massnahmen unterworfen wird und die bezuglich des Gly- 
coproteins angereicherte Fraktioii gewonnen wird: 

a) Zugabe von Neutralsalzen bis zur Ausfallung des 
Glycoproteins; 

b) Molekularsiebfraktionierung und Gewinnung der 
Fraktion mit einem Molekulargewicht von 25 000 bis 40 000; 

c) Adsorption des Glycoproteins an einen schwach ba- 
sischen Ionenaustauscher und Elution da von; 

d) Zugabe von wasserldslichen Derivaten einer Acridin- 
oder Chinolinbase im pH-Bereich von 5 bis 10 bis zu einer 
Endkonzentration von etwa 0,8 Gewichts pro Volumen %; 

e) Behandlung der Glycoprotein! osung mit Hydroxyl- 
apatit; 

f) Praparative Zonenelektrophorese und Gewinnung der 
Zone zwischen Albumin und a,-Globulinen; und 

g) Behandlung der Glycoproteinlosung mit einem Im- 
munadsorbens. 

3. Verfahren nach Patentanspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Glycoproteinlosung ein Extrakt aus 
menschlichen Plazenten verwendet wird. 

4. Verwendung des Glycoproteins nach Patentanspruch 
1 zur Gewinnung von Antiseren. 

5. Verwendung nach Patentanspruch 4 zur Gewinnung 
von Antiseren, dadurch gekennzeichnet, dass mit dem Gly- 
coprotein eine Immunisierung von Wirbeltieren durchgefuhrt 
wird. 
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Die Erfindung betrifft ein neues Glycoprotein, das im 
Blutserum und im Extrakt menschlicher Plazenten nachge- 
wiesen und daraus isoliert werden kann, sowie ein Verfah- 
ren zu dessen Herstellung. 

Die durch die wassrige Extraktion menschlicher Plazen- 
ten erhaltliche Proteinlosung enthalt bekanntlich eine Viel- 
zahl von Komponenten, die teilweise den Serumproteinen 
zuzuordnen und zum anderen Teil Gewebeproteine sind. 

Die Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt, ein bisher 
noch nicht bekanntes Glycoprotein aus dem Extrakt mensch- 
licher Plazenten zu isolieren, damit spezifisch gegen das 
neue Glycoprotein gerichtete Antiseren herzustellen, womit 
das Glycoprotein im Serum qualitativ nachgewiesen oder 
quantitativ bestimmt werden kann. 

Gegenstand der Erfindung ist ein neues Glycoprotein, 
welches aus Blutserum und dem Extrakt menschlicher Pla- 
zenten erhaltlich ist. Es ist gekennzeichnet durch 
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— einen Proteinanteil, vorzugsweise im wesentlichen 
bestehend aus a-Aminosauren, von 89 ± 4 % ; 

— einen Kohlenhydratanteil von 11,1 ± 2,2%, da von 
Hexosen 5,3 ± 1,1%, N-acetyliertes Hexosamin 2,8 ± 0,5%, 

5 N-acetylierte Neuraminsaure 2,9 =b 0,6%; 

— einen Sedimentationskoeffizienten S 20w von 3,2 rb 
0,3 S; 

— ein Molekulargewicht von 32 000 zt 6 000; 

— einen isoelektrischen Punkt von pH 4,3 ± 0,3; 

io — einen Extinktionskoeffizienten E } % (280 nm) von 
13,8 dz 1,0; 

— eine elektrophoretische Beweglichkeit im Bereich 
zwischen Albumin und den cq-Globulinen; 

— eine spezifische immunologische Reaktion mit einem 
15 spezifisch gegen das Protein gerichteten Antikorper; und 

— eine proteolytische Wirksamkeit. 

Das Glycoprotein kann aufgrund seiner normalerweise 
sehr geringen Konzentration im menschlichen Serum als 
Spurenprotein bezeichnet werden. 

20 Zur Erlauterung der kennzeichnenden Merkmale des 
Glycoproteins sei folgendes ausgefuhrt: 

Die Bestimmung der Sedimentationskoeffizienten wurde 
in einer analytischen Ultrazentrifuge der Firma Beckman 
(Spinco-Apparatur, Modell E) bei 6 000 UpM in Doppel- 

25 sektorzellen mit Hilfe der UV- Scanner Technik bei 280 nm 
durchgefuhrt Als Losungsmittel diente ein 0,05 M Phos- 
phatpuffer (pH 6,8) der 0,2 Mol/1 NaCl enthielt. Die Pro- 
teinkonzentration betrug 0,1%. Die Sedimentationskoeffi- 
zienten sind auf die Basis von Wasser bei 20°C umgerechnet 

30 worden. 

Zur Ermittlung der Molekulargewichte wurde die Sedi- 
mentationsgleichgewichtsmethode und die Polyacrylamidgel- 
Elektrophorese herangezogen. Die Bestimmung in der Ul- 
trazentrifuge wurde bei 9 000 UpM vorgenommen. Die Aus- 
35 wertung erfolgte unter Zugrundelegung eines partiellen spezi- 
fischen Volumens (partial specific volume) von 0,74 ml/g. 
In der Ultrazentrifuge ergab sich ein Molekulargewicht von 
28 100 ± 2 000. 

Fur die Poly aery lamidgel-Elektrophorese wurden zwei 
Verfahren angewandt. Die Auftrennung im normal en Poly- 
acrylamid (PAA)-Gel erfolgte nach der Methode von Zwis- 
ler und Biel, Z. klin. Chem. 4 (1966) Seite 58. Zur Unter- 
suchung im natriumdodecylsulfathaltigen Gel wurde ein Gel 
mit 7,5% PA A, das 0,1% Natriumdodecylsulfat (SDS) ent- 
hielt, verwendet. Zur Reduktion sind die Proteine in 1 % 
SDS mit 1 % Mercaptoathanol inkubiert worden. Das An- 
farben der Proteine geschah mit Amidoschwarz. Aus der 
Wanderung im SDS-haltigen PAA-Gel wurde fur das Gly- 
coprotein ein Molekulargewicht von 35 000 rb 3 000 abge- 
leitet. 

Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes wurde mit 
einer Saul e (440 ml) der Firma LKB Stockholm, durchge- 
fuhrt. Das sogenannte Ampholin-Gemisch hatte bei der Un- 
tersuchung des Glycoproteins einen pH-Bereich von 3 bis 5. 

Die Untersuchung der elektrophoretischen Beweglichkeit 
erfolgte in der Mikromodifikation von Beckman Instruments 
auf Celluloseacetatfolien mit Natriumdiathylbarbiturat-Puf- 
fer pH 8,6. 

Die Bestimmung der Kohlenhydrate erfolgte nach der 
von H. E. Schultze, R. Schrnidtberger, H. Haupt, Biochem. 
Z. 329 (1958) Seite 490 beschriebenen Methode. 

Die Aminosaureanalyse wurde nach S. Moore, D. H. 
Spackmann, W. H. Stein, Anal. Chem. 30 (1958) Seite 1185 
unter Verwendung des Flussigkeitschromatographen Multi- 
chrom B der Firma Beckman durchgefuhrt. % Cystin wur- 
de nach Oxydation der Proteine mit Perameisensaure (S. 
Moore et al., Anal. Chem. 30 [1958] Seite 1 185) und nach- 
folgender Chromatographic (S. Moore, J. Biol. Chem. 238 
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[1963] Seite 235) als Cysteinsaure bestimmt. Der Trypto- 
phangehalt ist mit der direkten photometrischen Bestimmung 
nach H. Edeihoch, Biochemistry 6 (1967) Seite 1948 ermit- 
telt worden. 

Die immunologische Charakterisierung der Substanz er- 
folgt am einfachsten mit einem bekannten Diffusions verfah- 
ren., bei welchem Antigen, dh. Glycoprotein und ein gegen 
das Glycoprotein gerichteter Antikorper bzw. das hinsicht- 
hch der Antikorper nicht angereicherte Antiserum gegenein- 
ander in einem Tragermedium, wie z.B. Agar, diffundieren. 
Treffen die beiden Reaktionskomponenten in einem gun- 
stigen Verhaltnis aufeinander, bildet sich ein sichtbares Pra- 
zipitat aus. Nach dieser Kenntnis ist es fur den Fachmann 
emleuchtend, dass alle immunologischen Techniken zum 
Nachweis und zur Bestimmung sowohl des neuen Glycopro- 
teins, als auch der gegen das Glycoprotein gerichteten Anti- 
korper moglich sind. 

Eine einf ache und in der Regel ausreichend genaue Me- 
thode zur quantitativen Bestimmung des Glycoproteins in 
Korperflussigkeiten oder in Gewebeextrakten stellt die so- 
genannte Laurell-Technik dar. Sie ist beschrieben in Analyt 
Biochem. (New York), 15 (1966) Seite 45. 

Die proteolytische Wirkung des Glycoproteins wurde 
auf Fibrinagar-Elektrophoreseplatten nachgewiesen (N. Heim- 
burger, G. Schwick, Protides of the Biological Fluids 9th 
Coll., Brugge [1961] Seite 303). 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verf ahren zur 
Herstellung bzw. zur Anreicherung des oben charakterisier- 
ten Glycoproteins, das dadurch gekennzeichnet ist, dass Kor- 
perflussigkeiten oder Extrakte von Organen, welche das Gly- 
coprotein enthalten, unter Zugrundelegung folgender erfin- 
dungsgemass gefundener Kriterien fraktioniert werden. 

Das Glycoprotein ist mit Neutralsalzen fallbar. Mit dem 
ubhcherweise fur derartige Fallungen verwendeten Ammo- 
mumsulfat wird das Glycoprotein bei einer Sattigungskon- 
zentrauon des Salzes von 30 bis 60% in einem pH-Bereich 
in der Nahe des Neutralpunktes gefallt. 

Entsprechend seinem Molekulargewicht kann das Glyco- 
protein durch Massnahmen, die zur Abtrennung von Sub- 
stanzen mit Molekulargewichten zwischen 25 000 und 40 000 
geeignet sind, gewonnen werden. Vorteilhaft werden hier- 
fur die Methoden der Gel-Filtration oder Ultra-Filtration 
eingesetzt. 

Das Glycoprotein wird bei neutralem oder schwach alka- 
hschem pH-Wert an schwach basische Ionenaustauscher ad- 
sorbiert. Vorteilhaft wird dabei eine vergleichsweise wenig 
konzentrierte Puff eriosung verwendet, denn durch Erho- 
hung der Salzkonzentration oder auch durch Erniedrigung 
des pH-Wertes kann die Adsorption verhindert werden. An- 
dererseits bietet sich bei Kenntnis dieses Verhaltens die 
Moghchkeit an, das Glycoprotein zu adsorbieren und unter 
Verwendung von hoherkonzentrierten Saizlosungen bzw. von 
Puff erlosungen mit erniedrigtem pH- Wert wieder zu eluie- 
ren. 

Es hat sich gezeigt, dass das neue Glycoprotein mit den 
wasserloshchen organischen Basen der Acridin- und Chino- 
inreihe die fur Protein-Fallungsverfahren ubhcherweise 
Verwendung finden, nicht prazipitiert wird. Es bleibt in 
den bei diesem Verfahren ublichen Konzentrationen im wass- 
ngen Oberstand. Danach kann eine Acridinbase, wie 2-Ath- 

?7 j !k , 1 !T inOCridin,actat oder eine Chinohnbase, wie Bis- 
-(2-methyl-4-ammochinoI y l-6)-carbamid-hydrochlorid, zur 
Failung von begleuenden P rotein en verwendet werden, wobei 
das erfindungsgemasse Glycoprotein im Oberstand verbleibt. 

Anliche Ober egungen konnen gelten bei Verwendung 
von Hydroxylapatit als Adsorbens fur Proteine Das neue 
Glycoprotein ze.gt kerne Affinitat zum HySScSSS^ 
hingegen eine Reihe von B^leitproteinen^XSlS- 
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tit festgehalten wird. Dieses Verhaken des Glycoproteins 
ist charakteristisch, so dass der Erfinder vorschlagt, das 
Glycoprotein als ein Hydroxylapatit-passierendes Globulin 
(HPG-1) zu bezeichnen. 
5 Aufgrund der Kenntnis der elektrophoretischen Beweg- 
lichkeit kann fiir die Anreicherung bzw. Isolierung des Gly- 
coproteins die praparative Zonenelektrophorese eingesetzt 
werden. 

Die Affinitat des Glycoproteins aufgrund seines immu- 
10 nologischen Verhaltens kann dafiir eingesetzt werden, das 
Glycoprotein mit Hilfe von sog. Immun-Adsorptionsverfah- 
ren anzureichern. Hierfur kann in an sich bekannter Weise 
ein Immunadsorbens, d.h. ein tragergebundener Antikorper, 
gegen das neue Glycoprotein hergesteilt werden, welcher das 
15 Glycoprotein spezifisch zu binden vermag. Das Glycopro- 
tein kann danach durch Anderung der Milieubedingungen 
wieder eluiert werden, wie dies in der Fachliteratur mehr- 
f ach beschrieben ist. 

Durch eine ausgewahite Kombination der genannten 
20 Methoden, die einerseits zur Anreicherung des Glycopro- 
teins andererseits zu seiner Abtrennung von ubrigen Begleit- 
proteinen fiihren, kann die Isolierung der erfindungsgemas- 
sen Substanz erfolgen. Demzufolge ist der Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung in den einzelnen Anreicherungs- 
25 schritten fur das neue Glycoprotein u. in den durch Kombi- 
nation der Massnahmen zur Anreicherung sich ergebenden 
Verfahren zu dessen Reinigung zu sehen. Die Leitlinie fiir 
das Verfahren zur Herstellung des Glycoproteins besteht 
darin, dass jeweils derjenige Anteil gewonnen wird, welcher 
30 eine positive immunologische Reaktion mit einem gegen 
das neue Glycoprotein gerichteten Antiserum ergibt. 

Nach Durchfiihrung der genannten Verfahrensschritte 
zeigt es sich zuweilen, dass das Glycoprotein noch von an- 
deren immunologisch nachweisbaren Begleitproteinen verun- 
35 reinigt ist. Es sind dies in der Regel Spurenproteine, wie 
das neue Glycoprotein selbst. In diesem Falle werden die 
Verunreinigungen durch deren spezifische Adsorption ent- 
fernt. Man bedient sich dabei gangiger Techniken der Im- 
munadsorption, bei welchen nach beschriebenen Verfahren 
40 an einen Trager gebundene Antikorper gegen das zu ent- 
f ernende Protein als Adsorbenzien eingesetzt werden. Hauf ig 
ist das weitgehend reine neue Glycoprotein noch mit Spu- 
ren des schwangerschafts-spezifischen ^-Glycoproteins und/ 
oder des otj-B-Glycoproteins, auch als leicht fallbares a r GIy- 
45 coprotein bezeichnet, vergesellschaftet. Zu deren Abtren- 
nung konnen gegen die Proteine gerichtete Immunoglobu- 
lin^ welche kovalent an vernetzte Agarpraparationen, wie 
z.B. SEPHAROSE, gebunden sind, verwendet werden. 
Die auf eine Saule, welche mit dem spezifischen Im- 
50 munadsorbens gefullt wurde, aufgetragene Proteinlosung 
lauft insoweit unbehelligt durch die Saule, als nur diejeni- 
gen Komponenten gebunden werden, gegen die der Trager 
einen immunologisch aktiven Partner enthalt. Das neue 
Glycoprotein kann auf diese Weise von den Verunreinigun- 
55 gen befreit werden. 

Zur Herstellung des neuen Glycoproteins werden mehre- 
re der angefuhrten Massnahmen miteinander kombiniert 
und dabei jeweils diejenige Fraktion weiterverarbeitet, in 
der immunologisch das neue Glycoprotein nachgewiesen 
60 werden kann, wahrend die ubrigen Fraktionen verworfen 
werden. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung des neuen 
Glycoproteins kann jede Korperflussigkeit oder jeder Organ- 
extrakt verwendet werden, in welchem es gelingt, das Gly- 
65 coprotein immunologisch nachzuweisen. Bevorzugt werden 
Extrakte menschlicher Plazenten verwendet, die z.B. durch 
Zerkleinerung und Extraktion mit Wasser oder einer ver- 
dunnten, zweckmassig einer weniger ais 10%igen Salzlosung, 
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vorteilhaft mit einer 0,5%igen Neutralsalzlosung, wie bei- 
spielsweise NatriumchJorid, gewonnen werden konnen. 
Zweckmassig verwendet man auf 1 kg Plazenten etwa 1-5 
Liter der Extraktionslosung. Die nicht gelosten Anteile wer- 
den durch Zentrifugation oder Filtration von dem Extrakt 
abgetrennt. 

Das Verfahren zur Anreicherung ist gekennzeichnet 
durch die Anwendung mindestens einer der folgenden Mass- 
nahmen auf Korperflussigkeiten, welche das neue Glycopro- 
tein enthalten und die anschliessende Gewinnung der be- 
ziiglich des Glykoproteins angereicherten Fraktion: 

a) Zugabe von wasserloslichen Derivaten einer Acridin- 
oder Chinolinbase, vorzugsweise des 2-Athoxy-6,9-Diamino- 
acridin-lactat, im pH-Bereich von 5-10, vorzugsweise bei 
etwa pH 8, bis zu einer Endkonzentration von etwa 0,8% 
(Gewicht zu Volumen), wobei das Glycoprotein im wesent- 
lichen im Oberstand verbleibt 

b) Zugabe von Neutralsalzen bis zur Ausfallung des Gly- 
coproteins, vorzugsweise vom Ammoniumsulfat, vorzugs- 
weise bei etwa neutralem pH-Wert von 5-8 bis zu 30-60% 
der Sattigungskonzentration des Ammoniumsulfats. 

c) Adsorption des Glycoproteins an einen schwachba- 
siscben Ionenaustauscher, wie Diathylaminoathylcellulose, 
vorzugsweise bei einer Leitfahigkeit der Losung von 0-2 mS 
und neutralem oder schwach-alkalischem pH-Wert (6-9), 
beispielsweise unter Verwendung eines etwa 0,0 1 M Puf- 
fers vom pH-Wert von etwa 8. Ein bevorzugt zu verw en- 
gender Puffer ist beispielsweise Tris-Hydroxymethyiamino- 
methan-HCI. Die Elution des Glycoproteins kann in der Re- 
gel durch Senkung des pH-Wertes unter pH 7,0 oder durch 
Erhohung der Leitfahigkeit uber 5 mS erreicht werden. 

d) Trennung aufgrund der Molekiilgrosse (Molekular- 
siebfraktionierung). Besonders geeignet ist die Gelfiltra- 
tion in einer Saule, gefiillt mit einem Polymeren entspre- 
chender Porengrosse, beispielsweise mit Epichlorhydrin-ver- 
netztem Dextran, als SEPHADEX® hergestellt von der Fir- 
ma Pharmacia, Uppsala, mit dem Ziel der Anreicherung 
von Proteinen mit einem Molekulargewicht von etwa 50 000. 
Aber auch Produkte wie ULTROGEL ® von LKB, Bromma 
oder BIO-GEL P • von Bio-Rad Laboratories, Richmond, 
Calif, konnen eingesetzt werden. 

e) Durchfuhrung einer Adsorption mit Hydroxylapatit. 
Da das Glycoprotein in verdiinnter Phosphatpufferlosung 
von Hydroxylapatit nicht gebunden wird, ist Hydroxylapa- 
tit ein geeignetes Agens, um Begleitproteine des Glycopro- 
teins aus der Losung zu entfernen. Die Proteinlosung wird 
hierfur zweckmassig auf einen pH-Wert um den Neutral- 
punkt eingestellt und die Leitfahigkeit der Losung auf etwa 
1 mS gehalten. 

f) Praparative Zonenelektrophorese. Geeignet fur die 
Durchfuhrung einer Elektrophorese ist eine das Glycopro- 
tein enthaJtende Losung, vorzugsweise eine alkalische Puf- 
ferlosung, beispielsweise in einem Natriumdiathylbarbiturat- 
puffer vom pH 8,6 und einer Ionenstarke von 0,1. Die Lo- 
sung wird in eine Apparatur zur Praparativen Elektropho- 
rese eingetragen, wie sie beispielsweise von N. Heimburger 
und R. Schmidtberger in Behringwerke-Mitteilungen, Heft 
43, Seite 83 ff., insbesondere auf Seite 119-120, beschrieben 
wird. Bei dem beispielsweise genannten Gerat handelt es 
sich um die horizontale Anordnung einer Tragerelektropho- 
rese in einem offenen Trog, in welchem das Tragermaterial 
zur Abfuhrung der bei der Elektrophorese auftretenden 
Joule'schen Warme auf unter 10°C gekiihlt wird. Als Tra- 
germaterial dienen gegenuber Proteinen indifferente Sub- 
stanzen, vorteilhaft Polyvinylchlorid, oder dessen Copoly- 
merisate in Form eines feinen Granulats. 

Es ist empfehlenswert, die Elektrophorese im alkalischen 
pH-Bereich, vorteilhaft bei etwa pH 8,6, bei einer Ionen- 



starke von 0,08-0,12 und bei einer Feldstarke von 4-6 Volt/ 
cm vorzunehmen. Bei Verwendung von 0,1 M Natriumdi- 
athylbarbituratpuffer vom pH-Wert 8,6 wandert das Glyco- 
protein im elektrischen Feld in den zwischen Albumin und 

5 ctj-Globulinen Iiegenden Bereich der Plasmaprotedne. 

Fur die Gewinnung des neuen Glycoproteins wird die 
betreffende Zone herausgeschnitten und vom inert en Tra- 
germaterial im allgemeinen mit Hilfe von Wasser oder wass- 
rigen Salzlosungen, beispielsweise einer 0,5 bis l%igen 

io Kochsalzldsung, eluiert. 

Das erfindungsgemass hergestellte Protein hat antigene 
Eigenschaften. Eine damit durchgefiihrte Immunisierung von 
Tieren nach bekannten Method en fiihrt zur Bildung von 
spezifischen Antikorpern im Blut der immunisierten Tiere. 

15 Deren Seren konnen nach iiblichen Verfahren gewonnen 
und die darin enthaltenen Antikorper angereichert werden. 
Die Antiseren konnen in bekannten immunologischen Ver- 
fahren zum Nachweis und zur Bestimmung des neuen Pro- 
teins in Korperflussigkeiten, insbesondere in dem Blutserum, 

20 Verwendung fin den. Dariiber hinaus zeigt das Glykoprotein 
proteolytische und fibrinolytische Eigenschaften. Eine Blut- 
plattchen desaggregierende Wirkung wurde ebenfalls nach- 
gewiesen, Demnach hat das erf indungsgemasse Glykopro- 
tein Eigenschaften wertvoller Arzneimittel. 

25 Die Erfindung wird in dem nachstehenden Beispiel na- 
her erlautert: 

Beispiel 

150 kg tiefgefrorene Plazenten werden zerkleinert und 
30 mit 150 1 einer 0,5%igen wassrigen Natriumchloridlosung 
extrahiert. Der Extrakt wird mit 2n-Natriumhydroxyd auf 
pH 8 eingestellt und mit 50 1 einer 3 %igen wassrigen Lo- 
sung von Diaminoathoxyacridinlactat versetzt. Nach einer 
Wartezeit von 1 Stunde wird der Oberstand, der das erfin- 
35 dungsgemasse Glycoprotein (HPG-1) enthalt, abgehebert, 
mit 5% festem NatriumchJorid (11 kg) zur Abscheidung 
des noch in Losung verbliebenen Di aminoathoxy acrid in- 
-lactats versetzt, filtriert und mi it 30% — bezogen auf das 
Gewicht der Flussigkeit — festem Ammonsulfat versetzt 
40 und gut durchgeruhrt. Nach 1 Stunde wird der Niederschlag 
abfiltriert. 

500 g des auf dem Filter gesammelten Niederschlages 
werden in 500 ml destilliertem Wasser gelost und gegen eine 
0,01 molare Tris-(oxymethyI)-aminomethan-Salzsaure-Puffer- 
45 losung vom pH-Wert 7,0, die 0,05% Natriumazid enthalt, 
dialysiert. Die dialysierte Losung wird zentrifugiert und der 
t)berstand wird mit der gleichen Pufferlosung auf 2 000 ml 
aufgefiillt, mit 0,1 n Natriumhydroxydlosung auf pH 8,0 
eingestellt und mit 500 g feuchter Diathylaminoathylcellu- 
50 lose (Firma Serva, Heidelberg) 1 Stunde verriihrt. 

Dann wird. die Diathylaminoathylcellulose durch Filtrie- . 
ren von der Losung abgetrennt, zweimal mit je 1 Liter 0,01 
molarem Tris-(oxymethyl)-aminomethan-Salz5aure-Puffer 
vom pH-Wert 8,0 gewaschen und danach dreimal mit je 
55 500 ml 0,02 molarem Tris-(oxymethyl)-aminomethan-Salz- 
saure-Puffer, pH 6,5, der 0,85% Natriumchlorid und 0,05% 
Natriumazid enthalt, eluiert. 

Den vereinigten Eluaten werden 30% Ammonsulfat, 
bezogen auf das Flussigkeitsgewicht, zugesetzt und das gan- 
6o ze wird verriihrt. Der Niederschlag, der das Glycoprotein 
(HPG-1) enthalt, wird in 300 ml destilliertem Wasser ge- 
lost. Die Proteinlosung wird gegen Tri s -Hydroxy methyl -Ami- 
nomethan-Salzsaure-Puffer von pH 8,0, der 1,0 Mol Na- 
triumchlorid/1 enthalt, dialysiert und auf eine mit Sephadex 
65 G-150 gefullte Saule (100X20 cm) aufgetragen und mit 
dem genannten Puffer eluiert. Wahrend der Elution findet 
eine Fraktionierung der Proteine nach deren Molekiilgrosse 
statt. 
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Anschliessend werden die Eluate mit spezifischem An- 
tiserum getestet, die das Glycoprotein (HPG-1) enthal ten- 
den Fraktionen werden gesammeit und daraus die Proteine 
nochmals, wie oben beschrieben, mit 30% festem Ammon- 
suifat ausgefallt 5 

Zur Weiterreinigung wird die Fallung in 50 ml Wasser 
gelost, gegen einen 0,005 m Phosphatpuffer, pH 6,8 dialy- 
siert und auf eine mit Hydroxylapatit gefiillte Saule, 3X23 
cm, gegeben. Die Entwicklung der Saule erfolgt mit dem 
0,005 m Phosphatpuffer, pH 6,8. Das Glycoprotein (HPG-1) 10 
erscheint im Durchlauf; dieser wird auf einem Ultrafilter 
eingeengt. Das Konzentrat wird anschliessend gegen einen 
0,01 M Tris-HCl-Puffer, pH 7,0, dialysiert und an DEAE- 
SEPHADEX (Saule 3x23 cm) adsorbiert. Zur Elution und 
Auf trennung der adsorbierten Proteine dient ein NaCl-Gra- is 
dient von 0-2%. Die das Glycoprotein (HPG-1) enthalten- 
den Eluat-Fraktionen werden gesammeit, eingeengt, gegen 
Wasser dialysiert und dann lyophilisiert. Man erhalt ca. 
20 mg des neuen Glycoproteins in einer Reinheit von >99%. 

Es zeigt folgende Aminosaure-Zusammensetzungen 20 
(Haufigkeit mit Variationskoeffizient [VK] in %): 
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Haufigkeit 
in Mol-% 


VK % 


Lysin 


n at 
U,o / 




riisnain 




O Q7 


Arginin 


K AO 


b,JO 


Asparaginsaure 


C OT 

5,07 


3,U/ 


Xhreonin 






Serin 


7,84 


8,22 


Glutaminsaure 


11,76 


1,35 


Prolin 


6,46 


1,71 


Glycin 


10,24 


4,49 


Alanin 


11,25 


3,76 


Cystin/2 


5,10 


6,34 


vaun 


6,87 


5,10 


Methionin 


0,42 


1 A AO 

14,4o 


Isoleucin 


2,47 


5,07 


Leucin 


11,42 


4,23 


Tyrosin 


2,95 


5,45 


Phenylalanin 


2,42 


13,52 


Tryptophan 


1,98 


11,37 
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